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บทคัดยอ 

โครงเนื้อเยื่อที่ผลิตจากโพลิเมอรธรรมชาติมีกลสมบัติต่ํา ไมเหมาะกบัการซอมสรางเนื้อเยื่อที่
ตองการความแข็งแรง งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาโครงเนื้อเยื่อธรรมชาติดวยวธิีแชเยือกแข็งและ
ระเหิดวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกอัลฟาไคติน โดยศึกษาถึงผลของปริมาณ
ผลึกไคตินในสัดสวน 0, 2, 5, 10, 20, และ 30 % ตอนํ้าหนักโพลิเมอรที่มีตอคุณสมบัตขิองโครงเนื้อเยื่อ 
พบวา โครงเนื้อเยื่อมีโครงสรางภายในเปนรูพรุนตอเนื่องขนาดประมาณ 150 ไมโครเมตร การเสริมแรง
ดวยผลึกไคตินขนาดเฉลี่ย 250 x 30 นาโนเมตร (กวางxยาว) ไมมีผลตอโครงสรางสัณฐานและการดูดซึม
น้ําของโครงเนื้อเยื่อ ผลึกไคติน 2% ทําใหโครงเนื้อเยื่อมีความแข็งแรงดึงสูงกวากลุมอื่น 2 เทา ผลึกไคติน 
20-30% เพิ่มความทนทานตออุณหภูมิสูงและการยอยสลาย ขณะที่ผลึกไคติน 10% ใหผลของการเจริญ
เพิ่มจํานวนเซลลกระดูกดีที่สุด การปรับปรุง กลสมบัติ กายภาพสมบัติ และชีวสมบัติของโครงเนื้อเยื่อจึง
ตองเสริมแรงดวยปริมาณผลึกไคตินที่แตกตางกัน 
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Abstract 

Tissue scaffolds made of natural derived polymer present poor mechanical 

properties which limit their use in regenerating high strength tissues. This study aims to 

develop a novel tissue scaffold from α-chitin whiskers reinforced hyaluronan-gelatin 

nanocomposites by the freeze-drying method. Scaffolds were fabricated with six different 

weight ratios of α-chitin whiskers to the polymer i.e., 0, 2, 5, 10, 20, 30% in order to study 

their influences on scaffolds’ properties. The as-prepared scaffolds exhibited interconnected 

porous structure with mean diameter of 150 μm. The α-chitin whiskers were approximately 

250 and 30 nm in length and width respectively. At any weight ratio, presenting of α-chitin 

whiskers did not affect scaffold’s internal structure and water absorption capability. On the 

contrary, 2% of α-chitin whiskers strengthened scaffolds by increasing tensile strength twice 

comparing with the others. While 20-30% of α-chitin whiskers improved thermal resistance 

and biodegradation, scaffolds with 10% of α-chitin whiskers could promote proliferation of 

SaOS-2 cells the best. To enhance mechanical physical or biological properties, scaffolds 

must be reinforced with distinct weight ratios of the α-chitin whiskers 
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บทนํา 
(Introduction) 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) เปนแนวทางในการรักษาความวิการอันเนื่องมาจาก
การสูญเสียเนื้อเยื่อหรืออวัยวะ ดวยการสรางเนื้อเยื่อใหมขึ้นทดแทนเนื้อเยื่อเกาที่มีความบกพรอง [1] ซึ่ง
มีแนวโนมที่จะแทนที่การรักษาดวยวิธีปลูกถายอวัยวะบริจาคหรืออวัยวะเทียมในอนาคต วิศวกรรม
เนื้อเยื่อสามารถแกไขปญหาความขาดแคลนอวัยวะบริจาค การปฎิเสธอวัยวะปลูกถายจากระบบ
ภูมิคุมกันของรางกาย รวมถึงการผาตัดซ้ําซอน จึงไดรับความสนใจและมีการพัฒนาอยางตอเนื่องตั้งแต
กลางป ค.ศ. 1990 

การสรางเนื้อเยื่อใหมตามแนวทางวิศวกรรมเนื้อเยื่อ อาศัยวิธีเพาะเลี้ยงเซลลที่ตองการให
เจริญเติบโตในโครงเนื้อเยื่อ (scaffold) แลวจึงนําโครงเนื้อเยื่อนั้นไปปลูกถายในตําแหนงที่ตองการ หรือ
ใชวิธีฝงโครงเนื้อเยื่อลงในตําแหนงที่ตองการโดยตรง และอาศัยคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อเหนี่ยวนําและ
กระตุนใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อภายในโครงเนื้อเยื่อนั้น [2, 3] โครงเนื้อเยื่อจึงทําหนาที่เสมือนเปนเมตริกซ
นอกเซลล (extracellular matrix) ตลอดชวงระยะเวลาของการซอมสรางเนื้อเยื่อ ซึ่งจะเสื่อมสลาย 
(degrade) ไปตามกลไกภายในรางกายดวยเงื่อนเวลาที่สอดคลองกับการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อใหมขึ้น
แทนที่ [4, 5]  

โครงเนื้อเยื่อที่ดีจึงควรจําลองสภาพของเมตริกซนอกเซลลดวยคุณสมบัติดานตางๆที่ใกลเคียง
กัน ทั้งการทําหนาที่เปนโครงสรางใหเซลลไดเกาะยึด การชักนําใหเกิดการตอบสนองของชีวกลไกที่เอื้อ
ตอการสรางเนื้อเยื่อ มีกลสมบัติที่เพียงพอตอการรองรับแรงที่เกิดจากน้ําหนักและการทํางานของเนื้อเยื่อ 
และมีความเขากันได (compatibility) กับเนื้อเยื่อน้ันๆ ดังนั้นการเลือกชนิดของวัสดุที่ใชสรางโครงเนื้อเยื่อ
จึงตองมีความจําเพาะและเหมาะสมกับเนื้อเยื่อแตละชนิด  

งานวิจัยจํานวนมากไดศึกษาถึงความเหมาะสมในคุณสมบัติของโพลิเมอรสังเคราะห เชน โพ
ลีไกลโคลิค (Polyglycolic) โพลีแลคติก (Polylactic) โพลีแลคติก-ไกลโคลิค (Polylactic-glycolic) และ
คุณสมบัติของโพลิเมอรธรรมชาติ เชน ไคโตซาน (Chitosan) คอลลาเจน (Collagen) เจลลาติน 
(Gellatin) สําหรับสรางเปนโครงเนื้อเยื่อ โพลิเมอรสังเคราะหมีจุดเดนในคุณสมบัติและเคมีที่สามารถ
ควบคุมได ทั้งกลสมบัติ มวลโมเลกุล โครงสรางของกลุม (block structure) อัตราการเสื่อมสลาย และ
วิธีการเชื่อมประสาน [6, 7] แตมีจุดดอยตรงที่พื้นผิววัสดุสวนใหญไมชอบนํ้า (hydrophobic) ขาด
องคประกอบที่มีสวนชักนําการตอบสนองของชีวกลไกของเซลล และอาจเหลือส่ิงเปนพิษตกคางหลังจาก
สลายตัว 
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ในขณะที่โพลิเมอรธรรมชาติมีจุดเดนในความเขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility) และ
เส่ือมสลายไดเองตามธรรมชาติ (biodegradable) โดยไมมีส่ิงเปนพิษตกคาง มีความชอบน้ํา 
(hydrophilic) และโครงสรางบางอยางมีความคลายคลึงกับองคประกอบของเมตริกซนอกเซลล จึง
จําลองสภาพแวดลอมภายนอกเซลลไดคลายคลึงธรรมชาติมากกวาโพลิเมอรสังเคราะห สงผลใหเซลลมี
กิจกรรมและเจริญเติบโตไดดี [8, 9] แตโพลิเมอรธรรมชาติมีกลสมบัติที่ต่ํากวาโพลิเมอรสังเคราะห [6] จึง
เปนตัวเลือกที่ดอยกวาหากตองการโครงเนื้อเยื่อที่มีความแข็งแรงสูง เชนในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก 
เปนตน 

เพื่อใหไดโครงเนื้อเยื่อซึ่งผลิตจากโพลิเมอรธรรมชาติที่มีคุณสมบัติเพรียบพรอมสมบูรณ การ
ปรับปรุงกลสมบัติของโครงเนื้อเยื่อจึงเปนโจทยที่ยังตองการคําตอบ ซึ่งงานวิจัยจํานวนมากไดศึกษาถึง
วิธีการปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อในหลากหลายวิธี ไดแก ปรับปรุงการเชื่อมประสาน 
(crosslink) [10-13] การทําเปนโพลิเมอรผสม (polymer blend) [14, 15] และการดัดแปลงโครงสราง
ของวัสดุดวยปฏิกิริยาเคมี [16, 17] เปนตน 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคในการผลิตโครงเนื้อเยื่อชนิดใหมจากโพลิเมอรธรรมชาติ และศึกษา
คุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อที่ผลิตขึ้น โดยเลือกวัสดุชนิดโพลีแซคคาไรด (polysaccharide) และโปรตีนซึ่ง
ไดแกไฮยารูโรแนนและเจลาตินตามลําดับ สรางเปนวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวย
ผลึกอัลฟาไคตินที่มีขนาดระดับนาโนเมตร (ผลึกนาโนของอัลฟาไคติน) โครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบที่ผลิต
ขึ้นนี้คาดวาจะแสดงคุณสมบัติเดนของวัสดุที่เปนองคประกอบแตละชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งชีวสมบัติที่ดี
ของไฮยารูโรแนนและเจลาติน และกลสมบัติจากการเสริมแรงดวยผลึกไคติน ซึ่งผลการศึกษาจะเปน
ขอมูลพื้นฐานสําคัญสําหรับตอยอดการพัฒนาโครงเนื้อเยื่อชนิดนี้ตอไป 
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของ 
(Survey of Related Literature) 

การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เกี่ยวของกับงานวิจัยนี้ ครอบคลุมถึงธรรมชาติและ
คุณสมบัติของวัสดุตั้งตน ไดแก ไฮยารูโรแนน เจลาติน และไคติน และการผลิตโครงเนื้อเยื่อจากวัสดุทั้ง
สามชนิด 

ธรรมชาติและคุณสมบัติของวัสดุตั้งตน 

1. ไฮยารูโรแนน 

ไฮยารูโรแนนเปนโพลีเมอรประเภทโพลีแซคคาไรด มีโครงสรางเปนเสนตรง (linear) หนวย
ยอยเปนไดแซคคาไรด (disaccharide) ซึ่งประกอบดวย N-acetyl-D-glucosamine เชื่อมตอกับ D-
glucuronic acid  ดวยพันธะ β 1-4 glycosidic โดยแตละหนวยยอยไดแซคคาไรดเชื่อมตอกันดวย
พันธะ β 1-3 เกิดเปนสายโพลีเมอรมวลโมเลกุลสูง (ภาพที่ 1) 

 

 

 

 
ภาพที่ 1 โครงสรางเคมีของไฮยารูโรแนน [18] 

ไฮยารูโรแนนเปนโพลีเมอรธรรมชาติที่พบไดในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต เปนองคประกอบหนึ่งใน
กลุมโพลีแซคคาไรดของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissue polysaccharide) ซึ่งอาจเรียกเปนมิวโคโพ
ลีแซคคาไรด (mucopolysaccharide) หรือไกลโคสะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycan) พบไดมากใน
เมตริกซนอกเซลลโดยมีสวนเกี่ยวของกับกิจกรรมตางๆของเซลล  ไดแก เปนโครงสรางพยุงเซลล ควบคุม
การเกาะยึด การเจริญเติบโต การเปลี่ยนชนิด (differentiation) และการเคลื่อนที่ของเซลล เปนตัวกลาง
ในการเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนเชื่อมโยง (binding protein) โปรติโอไกลแคน (proteoglycan) [19] และชีว
โมเลกุลอื่นๆ เชน ปจจัยควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล (growth factors) นอกจากนี้ยังทําหนาที่เปน
สารหลอล่ืนบริเวณขอตอกระดูกอีกดวย [8, 9]  

จุดเดนของไฮยารูโรแนนจึงอยูที่ชีวสมบัติ (biological properties) ที่เอื้อตอการซอมสราง
เนื้อเยื่อขึ้นใหม ซึ่งผลทางชีวภาพมีความหลากหลายและเปลี่ยนแปลงไปตามขนาดโมเลกุลของไฮยารู
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โรแนน [20] ไฮยารูโรแนนมวลโมเลกุลสูงมีบทบาทมากในระยะแรกของกระบวนการหายของแผล โดย
เปนสวนหนึ่งในการสรางลิ่มเลือด และยับยั้งระบบภูมิคุมกันเพื่อเอื้อตอการทําหนาที่ของเซลลอักเสบ 
ขณะที่ไฮยารูโรแนนมวลโมเลกุลต่ํามีบทบาทในระยะถัดไป โดยชักนําการเคลื่อนที่เขาสูบริเวณแผลของ
เซลลผนังหลอดเลือด (Endothelium)  เพื่อสรางหลอดเลือดใหม ทําหนาที่เปนตัวกลางในการสงผาน
สัญญาณเพื่อการตอบสนองของชีวกลไก กระตุนการเพิ่มจํานวน (proliferation) ของไฟโบรบลาส และ
การสรางเสนใยคอลลาเจน [20] ไฮยารูโรแนนจึงเปนวัสดุที่เหมาะสมสําหรับใชผลิตวัสดุทางการแพทย 
ซึ่งในปจจุบันมีผลิตภัณฑของไฮยารูโรแนนวางจําหนายในทองตลาดมากกวา 15 บริษัท โดยเปน
ผลิตภัณฑเกี่ยวกับกระดูกและกระดูกออน เวชภัณฑยาเวชภัณฑเกี่ยวกับสายตา และเครื่องสําอางค [16]   

2. เจลาติน 

เจลาตินเปนวัสดุประเภทโปรตีน เปนสวนผสมของโอลิโกเมอรสายเดี่ยวหรือโพลีเปปไทดสาย
เดี่ยว (Single stranded polypeptides) และโอลิโกเมอรหลายสายหรือโพลีเปปไทดหลายสาย (Multiple 
stranded polypeptides) แตละสายประกอบดวยกรดอะมิโนประมาณ 300-4,000 หนวย ซึ่งมี ไกลซีน 
(glycine) โพรลีน (praline) และ 4-ไฮดรอกซีโพรลีน (4-hydroxyproline) จํานวนมาก โครงสรางเคมี
โดยทั่วไปเปน  Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro- โดยมีปริมาณไกลซีนมากถึง 1 ใน 3 และ
จัดเรียงตัวที่ทุกๆตําแหนงที่ 3 บนสายโพบีเปปไทด (ภาพที่ 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2 โครงสรางเคมีของเจลาติน [21] 

โดยทั่วไปเจลาตินเปนผลผลิตปลายทางของคอลลาเจนชนิดที่ 1 (type I collagen) จาก
ผิวหนังและกระดูก ซึ่งมีโครงสรางเปนสายโพลีเปปไทดพันเกลียวสามสาย (triple helix) คุณสมบัติของเจ
ลาตินจึงขึ้นอยูกับกรรมวิธีที่เลือกใชในการผลิต ซึ่งแบงไดเปน 2 วิธีตามวิธีจัดการคอลลาเจน [22] (ภาพ
ที่ 3) วิธีที่หนึ่งเปนการจัดการดวยเบส (alkaline process, liming) ซึ่งจะไฮโดรไลซกลุมเอไมด (amide 
group) ของแอสปาราจีน (asparagines) และกลูตามีน (glutamine) ในคอลลาเจนใหเปนกลุมคารบอก
ซิล (carboxyl group) และปรับเปล่ียนเปนแอสปาเตท (aspartate) และกลูตาเมท (glutamate) ในที่สุด 

glycine 

glycine 

glycine 
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การเปลี่ยนแปลงที่กลุมคารบอกซิลทําใหเจลาตินชนิดนี้มีประจุโดยรวมเปนลบ และมีจุดไอโซอิเลคตริกต่ํา 
อยูที่คาประมาณ 3-5 เจลาตินชนิดนี้เรียกเปนเจลาตินชนิดกรด หรือ ชนิดบี (acidic gelatin, type B)  

อีกวิธีหนึ่งเปนการจัดการคอลลาเจนดวยกรด (acidic process) กลไกที่เกิดขึ้นจึงตรงกันขาม
กับวิธีที่หนึ่ง ซึ่งจะเกิดการไฮโดรไลซที่กลุมเอไมดนอยมาก ทําใหเจลาตินชนิดนี้มีประจุโดยรวมเปนบวก 
และมีจุดไอโซอิเลคตริกใกลเคียงกับคอลลาเจนที่คาประมาณ 7-9 เจลาตินชนิดนี้เรียกเปนเจลาตินชนิด
เบส หรือ ชนิดเอ (basic gelatin, type A)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3 กระบวนการสกัดเจลาตินจากคอลลาเจน [23] 

 เจลาตินมีความเขากันไดทางชีวภาพและยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ทําใหเปนที่นิยมใช
โดยทั่วไปในทางการแพทยและเภสัชกรรม [23] รวมถึงการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับระบบควบคุมการ
ปลดปลอยยา (drug controlled release) [24-26] และวิศวกรรมเนื้อเยื่อ [11, 27-30]     

3. ผลึกไคติน 

ไคตินเปนโพลีเมอรธรรมชาติชนิดโพลีแซคคาไรดเชนเดียวกับไฮยารูโรแนน มีมากเปนอับดับ
สองรองจากเซลลูโลส ทําหนาที่เปนโครงสรางเพื่อปองกันและเสริมความแข็งแรงใหแกผนังเซลลของ
ส่ิงมีชีวิต ผนังเซลลของเห็ดราและสาหรายบางสายพันธุ รวมถึงเปลือกนอกของสัตวจําพวกกุง ปู และ
แกนหมึก โครงสรางของไคตินเปนโพลีเมอรชนิดเสนตรง มีหนวยยอยเปน N-acetyl-D-glucosamine ที่
เชื่อมตอกันดวยพันธะ β 1-4 glycosidic (ภาพที่ 4) โดยทั่วไปมักพบไคตินในรูปของสารประกอบที่ปน
อยูกับสารอื่น เชน โปรตีน แคลเซียมคารบอเนต หรือสารอินทรียอื่นๆ 
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ภาพที่ 4 โครงสรางเคมีของไคติน  [31] 

ไคตินมีความเปนพิษต่ํา มีความเขากันไดทางชีวภาพ (biocompatibility) กับรางกายมนุษย 
ยอยสลายไดเองธรรมชาติ (biodegrade) และชวยเรงการหายของแผล จึงมีการนําไคตินมาใชเปนวัสดุ
ทางการแพทยมากมาย เชน ไหมเย็บแผล วัสดุปดแผล ตัวควบคุมการปลอยยา [32]  และผิวหนังเทียม 
รวมถึงใชเปนสวนผสมของเครื่องสําอางคและสารเติมแตงในอาหาร 

โครงสรางของผลึกไคติน (Chitin crystal, whisker) (ภาพที่ 5) มีลักษณะเปนโครงขาย
หนาแนน เกิดจากสายโซโมเลกุลที่ยาวของไคตินเรียงตัวซอนทับกันเปนแผน (pleated sheet) ในแลตติช 
ผลึก (crystal lattice) ของหนวยเซล และเกิดพันธะไฮโดรเจนเชื่อมตอทั้งภายในและระหวางสายโซ
โมเลกุล (intramolecular and intermolecular chain) ทําใหมีความแข็งแรงและมีระดับของผลึกสูง 
(degree of crystallinity) [32] สามารถใชเปนสารเติมแตงเพื่อเสริมแรงใหกับโพลีเมอรตางๆได [33-35]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 5 โครงสรางของผลึกอัลฟาไคติน (a) แนว ac; (b) แนว bc; (c) แนว ab [32] 
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การผลิตโครงเนื้อเยื่อจากไฮยารูโรแนน เจลาติน และไคติน 

โครงเนื้อเยื่อที่ดีควรจําลองการทําหนาที่ของเมตริกซนอกเซลลไดอยางไมบกพรอง การผลิต
โครงเนื้อเยื่อจึงมีเปาหมายหลักในการสรางใหเกิดดุลยภาพของกลสมบัติ กายภาพสมบัติ และชีวสมบัติ
ของโครงเนื้อเยื่อ ซึ่งเปนไปไดยากที่จะไดมาจากคุณสมบัติของวัสดุชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงลําพัง  

ไฮยารูโรแนนเปนวัสดุที่มีชีวสมบัติเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของเซลล เนื่องจากเปนสารที่
พบไดในธรรมชาติของเมตริกซนอกเซลล แตมีกลสมบัติต่ํา ดูดซึมน้ําสูง ละลายตัวงาย และคงสภาพอยู
ในเนื้อเยื่อไดเพียงระยะเวลาสั้นๆ จึงยังเปนปญหาในการนําไปผลิตเปนโครงเนื้อเยื่อ งานวิจัยจํานวนมาก
ใหความสําคัญตอการดัดแปลงโครงสรางเคมีและวิธีการเชื่อมประสานไฮยารูโรแนน เพื่อปรับปรุงกล
สมบัติใหดีขึ้น การศึกษาโดย Luo Y et al. ในป 2000 [36] ไดดัดแปลงโครงสรางของไฮยารูโรแนนใหเปน
อนุพันธของ adipic dihydrazide และเชื่อมประสานดวย poly(ethylene glycol)-propiondialdehyde 
สรางเปนเจลที่มีคุณสมบัติเหมาะสมสําหรับควบคุมการปลดปลอยยา ขณะที่ Liu Y et al. ในป 2005 
[13] ใชวิธีดัดแปลงโครงสรางของไฮยารูโรแนนไปเปน Thiolated HA และเชื่อมประสานดวยพันธะ 
disulfide ทําใหมีความทนทานตอการเสื่อมสลายไดนานถึง 42 วัน และมีความเขากันไดทางชีวภาพกับ
เซลลไฟโบรบลาส รวมถึงการศึกษาของ Segura T et al. ในป 2005 [12] ซึ่งสังเคราะห biotinylated-
hyalurnan และเชื่อมประสานดวย poly(ethylene glycol) diepoxide ไดเปนไฮโดรเจลที่ใชเวลายอย
สลายนานถึง 14 วันดวยเอ็นไซม hyaluronidase เปนตน 

ถึงแมวาการดัดแปลงโครงสรางเคมีของไฮยารูโรแนนจะใหผลการศึกษาที่ดี แตเนื่องจาก
ขั้นตอนยุงยาก [12, 13, 36] และไมมีการศึกษาใดรายงานถึงปริมาณของผลผลิตที่ได (yield) การผลิต
เปนสารผสม (blending) ไฮยารูโรแนนจึงเปนวิธีที่นาสนใจเนื่องจากทําไดงาย และนาจะไดผลผลิตตอ
หนวยสูงกวา การศึกษาโดย Park et al. ในป 2002 [37] ไดสรางโครงเนื้อเยื่อจากสารผสมคอลลาเจน-ไฮ
ยารูโรแนนเชื่อมประสานดวย 1-ethyl-3-(3–dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) พบวาโครง
เนื้อเยื่อมีความทนทานตอการยอยสลายดวยเอ็นไซมคอลลาจิเนสสูงถึง 95% เมื่ออางอิงจากน้ําหนักของ
โครงเนื้อเยื่อที่เหลืออยู และปราศจากความเปนพิษตอเซลล ในขณะที่การศึกษาโดย Chang et al. ในป 
2003 [28] ประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเซลลกระดูกออนเปนเวลานาน 5 สัปดาห ในโครงเนื้อเยื่อ
ที่ผลิตจากสารผสมเจลาติน-คอนโดรอิติน (chondroitin)-ไฮยารูโรแนน เชื่อมประสานดวย EDC โดย
พบวามีการสรางเมตริกซนอกเซลล และคอลลาเจนชนิดที่สอง (type II collagen) โดยที่เซลลยังคง
สภาวะเดิม (phenotype) ผลการศึกษาขางตนสอดคลองกับการศึกษาโดย Liu et al ในป 2004 [29] ใน
แผนฟลมสารผสมไคโตซาน-เจลาติน-ไฮยารูโรแนน ซึ่งพบวา อัตราสวนที่เหมาะสมของสารผสมทําให
แผนฟลมมีความทนทานตอการยอยสลาย และสงเสริมการเกาะยึด การเคลื่อน (migration) และการ
เจริญเพิ่มจํานวน (proliferation) ของเซลลไฟโบรบลาส (fibroblast) 
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การสรางโครงเนื้อเยื่อจากสารผสมจึงยังคงชีวสมบัติที่ดีของโครงเนื้อเยื่อไวได ขณะเดียวกันยัง
เสริมความทนทานตอการยอยสลายทางชีวภาพใหดีขึ้น และเนื่องจากคุณสมบัติของโครงเนื่อเยื่อที่ผลิต
จากสารผสมนั้นแปรไปตามคุณสมบัติของวัสดุตั้งตน การเพิ่มผลึกไคตินลงในสวนผสมนาจะปรับปรุงกล
สมบัติของโครงเนื้อเยื่อใหดีขึ้น การศึกษาโดย Paillet & Dufresne ในป 2001 [33] ถึงคุณสมบัติของนา
โนคอมโพสิต ซึ่งเตรียมขึ้นดวยการผสมสารละลายคอลลอยดของผลึกไคตินที่ไดจากการยอยสลายไคติน
จากแกนหมึกดวยกรด เขากับลาเท็กซซึ่งเปนโคโพลีเมอรระหวาง styrene และ butyl acrylate (poly(S-
co-BuA)) พบวาผลึกไคตินในสัดสวนน้ําหนักมากกวารอยละ 10 ทําใหคาโมดูลัสเฉือน (shear modulus) 
สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ แตไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิการเปล่ียนสถานะคลายแกว (Glass 
transition temperature, Tg) ของโพลีเมอร   

การศึกษาโดย Morin & Dufresne ในป 2002 [34] ใหผลในลักษณะเดียวกัน โดยพบวาผลึก
ไคตินชวยเสริมใหคาโมดูลัสและเสถียรภาพตออุณหภูมิของนาโนคอมโพสิตที่มี Poly(carpolactone) 
เปนเมตริกซนั้น สูงขึ้นตามสัดสวนน้ําหนักของผลึกไคตินที่เพิ่มมากขึ้น ผลึกไคตินในสัดสวนน้ําหนักรอย
ละ 2.5 และรอยละ 10 ทําใหคาโมดูลัสเพิ่มขึ้น 0.24 และ 0.61 จิกะปาสคาล ตามลําดับ  

ผลการศึกษาโดย Sriupayo J. และคณะในป 2005 [35] มีสวนสนับสนุนผลการศึกษา
ดังกลาว โดยศึกษาถึงความแข็งแรงดึงของฟลมนาโนคอมโพสิตของไคโตซานและ Poly(vinyl alcohol) ที่
เสริมแรงดวยผลึกไคติน พบวาความแข็งแรงดึงมีคาสูงขึ้นจนถึงจุดสูงสุดเมื่อสัดสวนน้ําหนักของผลึกไค
ตินมีคาเพียงรอยละ 2.96 และยังพบวาการเสริมแรงชวยใหฟลมนาโนคอมโพสิตมีความทนทานตอน้ํา
มากขึ้น ซึ่งเปนผลใหการสูญเสียน้ําหนักและอัตราการบวมตัวลดลง มีเสถียรภาพทางมิติมากขึ้น  

ผลการศึกษาขางตน แสดงใหเห็นถึงความสามารถของผลึกไคตินในการทําหนาที่เปนสารเติม
แตง (filler) ที่เสริมกลสมบัติของโพลีเมอร ซึ่งอาจเปนผลโดยตรงจากรูปทรงทางเรขาคณิตของผลึก ความ
แข็งของผลึก และผลจากการรวมตัวเปนกลุมกอนของผลึกไคตินในเนื้อเมตริกซ รวมถึงการสรางพันธะ
ไฮโดรเจนระหวางผลึกเกิดเปนโครงขายที่มีความแข็งแรงสูง ซึ่งสามารถอธิบายถึงการเปลี่ยนแปลง
คุณสมบัติที่เกิดขึ้นไดดวย percolation model โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่สัดสวนน้ําหนักของผลึกไค
ตินมีคามาก [33, 34]  

ผลึกไคตินจึงอาจจะเปนตัวเลือกที่ดีในการเสริมกลสมบัติของโครงเนื้อเยื่อที่ผลิตจากสาร
ผสมไฮยารูโรแนน-เจลาติน การเพิ่มผลึกไคตินทําใหสารผสมกลายเปนวัสดุประกอบ (composite) 
งานวิจัยนี้จึงเลือกที่จะผลิตโครงเนื้อเยื่อจากวัสดุประกอบไฮยารูโรเเนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคติน 
และศึกษาถึงกลสมบัติ กายภาพสมบัติ และชีวสมบัติของโครงเนื้อเยื่อท่ีได 
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วิธีการวิจัย 
(Procedure) 

ข้ันตอนการวิจัย 

ขั้นตอนการวิจัยประกอบดวย 
1. สกัดผลึกไคตินจากผงไคติน  
2. เตรียมสารละลายวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคติน 
3. ขึ้นรูปโครงเนื้อเยื่อจากสารละลายวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึก

ไคตินดวยการทําแหงแบบแชแข็ง (freezing dry) และการระเหิด (sublimation) 
4. ทดสอบกลสมบัติ กายภาพสมบัติ และชีวสมบัติของโครงเนื้อเยื่อท่ีได 

วิธีการวิจัย 

1. สกัดผลึกไคตินจากผงไคติน 
1.1. เตรียมสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 3 N  
1.2. ตมผงไคตินในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่เตรียมไว ดวยอัตราสวน ผงไคติน:กรด 

เปน 1 ก. : 30 มล. ที่อุณหภูมิ 120°ซ นาน 6 ชม. โดยปนกวนตลอดเวลาดวยแทง
แมเหล็ก 

1.3. แยกสารแขวนลอย (suspension) ของผลึกไคตินที่ลอยตัวอยูชั้นบน ออกจากกาก
ไคตินที่ตกตะกอนอยูกนภาชนะ 

1.4. เจือจางสารแขวนลอย 1.3 ดวยน้ํากลั่น นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/
นาที นาน 5 นาที ทําซ้ําทั้งหมด 3 คร้ัง  

1.5. บรรจุสารแขวนลอย 1.4 ลงในถุงไดอะไลซิส (dialysis bag) นําไปแชในน้ําสะอาด
ภายใตน้ําไหลนาน 2 ชม. จากนั้นนําไปแชในน้ํากลั่นพรอมกับปนกวนตลอดเวลา
ดวยแทงแมเหล็ก ทิ้งไวนานขามคืน 

1.6. เปล่ียนน้ํากลั่นในภาชนะวันละครั้งจนกวาความเปนกรดของสารแขวนลอยผลึกไค
ตินมีคาเปนกลางเมื่อตรวจดวยกระดาษลิตมัส จากนั้นเปล่ียนถายสารแขวนลอย
ผลึกไคตินลงในภาชนะที่มีฝาปด 

1.7. เขยาภาชนะบรรจุสารแขวนลอยผลึกไคตินในเครื่องเขยาอัลตราโซนิค นาน 5 นาที
สําหรับสารแขวนลอยทุกๆ 40 มล. นําไปเก็บไวในตูเย็น 

1.8. ตรวจสอบลักษณะของผลึกไคตินที่สกัดไดดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสอง
ผาน (Transmission electron microscope, TEM, JEOL JEM-2100) นําภาพที่ได
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ไปหาคาเฉลี่ยของขนาด และการกระจายตัวของขนาดของผลึกไคตินดวยโปรแกรม 
UTHSCSA Image Tool version 3.00 จากจํานวนทั้งหมด 100 ผลึก 

1.9. หาความเขมขนโดยน้ําหนัก (กรัม/มิลลิลิตร) ของสารแขวนลอยผลึกไคติน โดยไป
เปตสารแขวนลอยจํานวน 1 มล. ใสไวในภาชนะเปด นําไปวางทิ้งไวขามคืนในตูอบ
ที่อุณหภูมิ 50°ซ จนน้ําระเหยออกจนหมด จากนั้นคํานวณหาน้ําหนักของผลึกไค
ตินที่เหลืออยูในภาชนะ 

2. เตรียมสารละลายวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคติน 
2.1. เตรียมสารละลายวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาติน ความเขมขน 2% โดย

น้ําหนัก ในน้ําปราศจากไอออน (deionized water) ที่อุณหภูมิ 50°ซ ดังปริมาณ
แสดงในตาราง (HA, Gelatin) ปนกวนดวยแทงแมเหล็กจนไดสารละลายเนื้อเดียว
ไมมีตะกอนและไมมีฟองอากาศ วางทิ้งไวจนเย็นลงที่อุณหภูมิหอง 

2.2. เติมเกลือ (sodium chloride) ลงในสารละลายวัสดุประกอบ ดังปริมาณแสดงใน
ตาราง (sodium chloride) ปนกวนดวยแทงแมเหล็กใหเขากันจนเกลือละลาย 

2.3. ในขณะที่ปนกวนสารละลาย 2.2 ดวยแทงแมเหล็กตลอดเวลา เติมสารแขวนลอย
ผลึกไคตินลงไป ดังปริมาณแสดงในตารางที่ 1 (CW suspension) ผสมจนเปนเนื้อ
เดียวกัน 

2.4. เติมสารเชื่ อมประสาน  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide ดัง
ปริมาณแสดงในตาราง (EDC) ปนกวนดวยแทงแมเหล็กนาน 2 ชม. วางทิ้งไวจน
หมดฟองอากาศ 

 

Sample HA Gel NaCl
CW 

Suspension EDC DI water Total 
(gm) (gm) (gm) (gm) (gm) (gm) (gm)

1. HA 0.4 0.4 0.24 0.00 0.192 38.77 40
2. HA+2%CW 0.4 0.4 0.24 1.12 0.192 37.65 40
3. HA+5%CW 0.4 0.4 0.24 2.80 0.192 35.97 40
4. HA+10%CW 0.4 0.4 0.24 5.60 0.192 33.17 40
5. HA+20%CW 0.4 0.4 0.24 11.20 0.192 27.57 40
6. HA+30%CW 0.4 0.4 0.24 16.80 0.192 21.97 40

 ตารางที่ 1 ปริมาณสารตั้งตนที่ใชเตรียมสารละลายวัสดุประกอบประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรง
ดวยผลึกไคติน 
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3. ข้ึนรูปโครงเนื้อเยื่อจากสารละลายวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรง
ดวยผลึกไคตินดวยการทําแหงแบบแชแข็ง และการระเหิด  
3.1. ขึ้นรูปโครงเนื้อเยื่อเปนแผนแบนโดยบรรจุวัสดุประกอบแตละกลุมปริมาณ 5 ก. ลง

ในจานเพาะเชื้อกนแบน กลุมละ 1 จาน เอียงจานไปมาโดยรอบ เพื่อใหวัสดุไหลแผ
เปนแผนที่มีความหนาสม่ําเสมอและไมมีฟองอากาศ 

3.2. ขึ้นรูปโครงเนื้อเยื่อเปนกอนทรงกระบอกโดยบรรจุวัสดุประกอบแตละกลุมปริมาณ 
0.25 ก. ลงในถาดเลี้ยงเซลลขนาด 48 หลุม โดยไมใหมีฟองอากาศ 

3.3. นําเขาตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -40°ซ วางทิ้งไวนาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปเขาเครื่อง
ทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze dryer) โดยตั้งอุณหภูมิระเหิดที่ -50°ซ ทิ้งไวนาน 24 
ชั่วโมงเปนอยางนอย 

3.4. แกะโครงเนื้อเยื่อท่ีไดออกจากแบบหลอ เก็บไวในภาชนะปดดูดความชื้นตลอดเวลา
จนกวาจะนําไปทดสอบคุณสมบัติ 

4. ทดสอบกลสมบัติ กายภาพสมบัติ และชีวสมบัติของโครงเนื้อเยื่อ 
4.1. ทดสอบความแข็งแรงดึง (Tensile strength) คาโมดูลัสยืดหยุน (Modulus of 

elasticity) และการยืดตัวขณะขาด (Elongation at break) ของโครงเนื้อเยื่อดวย 
Universal testing machine (Lloyd UTM model LRX-Plus, UK) โดยตัดแตง
ตัวอยางโครงเนื้อเยื่อชนิดแผนแบนใหมีขนาด 50x5x1 มม. นําไปดึงจนขาดใน
เครื่องทดสอบดวยน้ําหนัก (Load cell) 10 นิวตัน ระยะเคลื่อนของหัวดึง 10 มม./
นาที ทดสอบตัวอยางกลุมละ 5 ชิ้น นําคาที่ไดไปหาคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

4.2. ทดสอบการดูดซึมน้ํา (Water absorption) โดยเริ่มจากชั่งน้ําหนักโครงเนื้อเยื่อรูป
ทรงกระบอกในสภาวะแหงสนิท นําไปแชในน้ําปราศจากไอออนและวางทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองจนครบตามเวลาที่กําหนด จากนั้นนําโครงเนื้อเยื่อขึ้นจากน้ํา วางไวบน
แผนแกวที่เอียงทํามุม 45 องศากับพื้นระนาบนาน 1 นาทีเพื่อไลน้ําสวนเกินออก 
แลวชั่งน้ําหนักในทันที กําหนดเวลาทดสอบที่ 15, 30, 45, 60 นาที 1, 3, และ 6 ชม. 
ทดสอบตัวอยางโครงเนื้อเยื่อกลุมละ 5 ชิ้น คํานวณหาอัตราการบวมน้ําจากสมการ 

 
 

 นําคาที่ไดไปหาคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

อัตราการบวมน้ํา (%)    =       (น้ําหนักเปยก - น้ําหนักแหง ) 
น้ําหนักขณะเปยก 

       X 100 
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4.3. ทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพ (biodegradability) ในตัวกลาง 2 ชนิดใน 2 
สภาวะ โดย 
4.3.1. แช โครงเนื้ อ เยื่ อ รูปทรงกระบอกในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

(Phosphate Buffer Saline Solution, PBS) วางไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชม. 
4.3.2. แช โครงเนื้ อ เยื่ อ รูปทรงกระบอกในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

(Phosphate Buffer Saline Solution, PBS) และนําไปเขยาที่ความเร็ว
รอบ 70 รอบ/นาที ในตูอบอุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 24 ชม. 

4.3.3. แชโครงเนื้อเยื่อรูปทรงกระบอกในสารละลายคอลลาจิเนส (Collagenase) 
ความเขมขน 373 นาโนกรัม/มล. [38, 39] นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 70 
รอบ/นาที ในตูอบอุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 24 ชม. 

นําตัวอยางไปทําใหแหงดวยวิธีการแชเยือกแข็งนาน 48 ชม. (วิธีเดียวกับ 3.3) ชั่ง
น้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อในสภาวะแหงสนิท คํานวณหาคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ของน้ําหนักที่เหลืออยูจากตัวอยางโครงเนื้อเยื่อกลุมละ 4 ชิ้น  

 
 
 

4.4. ตรวจสัณฐานวิทยา ความพรุน (porosity) ขนาดของรูพรุน (pore size) และความ
ตอเนื่องของรูพรุน (interconnectivity) โดยสุมเลือกตัวอยางโครงเนื้อเยื่อรูป
ทรงกระบอกกลุมละ 1 ชิ้น ตัดกึ่งกลางชิ้นตัวอยางในแนวระนาบและแนวดิ่ง นําไป
ยึดบนผิวแทงทองเหลืองทรงกระบอกดวยกระดาษกาว จากนั้นเคลือบทองที่ผิว
ตัวอยางดวยเครื่อง JEOL JFC-1100 sputtering device นาน 4 นาที แลวจึงนําไป
สองดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด (JEOL JSM-5200 Scanning 
electron microscope, SEM) นําภาพที่บันทึกไดไปวิเคราะหดวยโปรแกรม Image 
Tool (UTHSCSA) version 3.00 เพื่อวัดขนาดของรูพรุน โดยหาคาเฉลี่ยจากรูพรุน
จํานวน 50 ตําแหนง/ภาพ/ตัวอยาง คํานวณหาคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
ของขนาดรูพรุนภายในโครงเนื้อเยื่อท้ังในแนวระนาบและแนวดิ่ง 

4.5. ตรวจการตอบสนองตอคลื่นอินฟาเรดของโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบ เปรียบเทียบ
กับไฮยารูโรแนน เจลาติน และผลึกไคติน ดวย Fourier transformed infrared 
spectrophotometer (FTIR, Thermo Nicolet Nexus® 670) เพื่อตรวจหาการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางเคมีของวัสดุประกอบจากวัสดุตั้งตนแตละชนิด โดยสุมเลือก
ตัวอยาง 1 ชิ้นอยางอิสระ (random sampling) จากตัวอยางแตละกลุม ใชปริมาณ

    น้ําหนักที่เหลือ (%)     =        น้ําหนักหลังยอยสลาย  x 100  
น้ําหนักกอนยอยสลาย 
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ตัวอยาง 2-5 มก.ผสมกับผงโปแตสเซียมโบรไมด (KBr) เพื่อบดและอัดเปนแผน
ตัวอยางสําหรับตรวจวัด 

4.6. ตรวจสอบอุณหสมบัติ (Thermal properties) โดยสุมเลือกตัวอยาง 1 ชิ้นอยาง
อิสระจากตัวอยางแตละกลุม นําไปหาอุณหภูมิเปล่ียนสถานะคลายแกว (Glass 
transition temperature) ดวย Differential scanning calorimeter (DSC7, Perkin 
Elmer) โดยใชตัวอยางปริมาณ 5 มก. อัดในจานอลูมิเนียมแลวใหความรอนในชวง
อุณหภูมิ 25-80°ซ ดวยอัตรา 10 องศาเซลเซียส/นาที และนําตัวอยางไปทดสอบหา
อุณหภูมิในการสลายตัว (Degradation temperature) และความทนทานตอ
อุณหภูมิ (Thermal stability) ดวยThermogravimetric Analyzer (TGA7, Perkin 
Elmer) โดยใชตัวอยางปริมาณ 2 มก. วางบนจานแพลทินัมแลวเผาที่อุณหภูมิ 30-
600°ซ ดวยอัตรา 10°ซ/นาที ภายใตกาซไนโตรเจน 

4.7. ทดสอบความเปนพิษตอเซลลกระดูก (human osteoblast cytotoxic test) ดวย 
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) assay 
โดยวิธีออม (indirect technique) เร่ิมจากเพาะเลี้ยงเซลลกระดูก (human 
osteoblast cell line, SaOS-2) ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด α-minimum essential 
medium เสริมดวย 10% ซีรัมลูกวัว (Fetal bovine serum), 1% แอล-กลูตามีน (L-
glutamine) และ 1% ยาปฏิชีวนะ (Antibiotic and antimycotic formulation) ซึ่ง
ประกอบดวยเพนนิซิลินจีโซเดียม (Penicillin G Sodium) สเตรปโตไมซินซัลเฟต 
(Streptomycin sulfate) และ แอมโฟเทอริซินบี (Amphotericin B) ในบรรยากาศที่
มีความชื้นสัมพัทธ 95% และ คารบอนไดออกไซด 5% ที่อุณหภูมิ 37°ซ ขยาย
ขอบเขต (passaged) ทุกๆ 3-4 วัน 
 นําตัวอยางโครงเนื้อเยื่อกลุมที่ 1 (ไมมีผลึกไคติน) และกลุมที่ 6 (ผลึกไค
ติน 30%) รูปทรงกระบอกไปแชในอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัม (serum-free 
medium) เสริมดวย 1% แอล-กลูตามีน และ 1% ยาปฏิชีวนะ ซึ่งประกอบดวยเพน
นิซิลินจีโซเดียม สเตรปโตไมซินซัลเฟต และ แอมโฟเทอริซินบี ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร/ตัวอยาง เปนเวลา 24 ชม. อาหารเลี้ยงเชื้อน้ี (ซึ่งอาจเรียกวาเปน 
“อาหารปนเปอน”) จะนําไปทดสอบหาความเปนพิษตอเซลลกระดูกมนุษย  
 โดยเริ่มจากเพาะเลี้ยงเซลลกระดูก (SaOS-2) ในถาดเลี้ยงเซลลขนาด 24 
หลุมในอัตรา 40,000 เซลล/หลุม ดวยอาหารที่มีซีรัม เปนเวลา 16 ชม.เพื่อใหเซลล
เติบโตและเกาะบนผิวถาดเลี้ยง จากนั้นเปล่ียนอาหารเลี้ยงเซลลเปนชนิดปราศจาก
ซีรัม และคงสภาพอดอาหาร (starved) นั้นไวเปนเวลา 24 ชม. เมื่อครบ
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กําหนดเวลาจึงเปลี่ยนอาหารที่ปราศจากซีรัมเปนอาหารปนเปอนที่เตรียมไวและ
เล้ียงตอไปอีก 24 ชม. จากนั้นหาจํานวนเซลลที่เหลือรอดชีวิตดวยวิธีเอ็มทีที (MTT 
assay) 
 วิธี เอ็มทีทีอาศัยการเปลี่ยนเกลือเตตราโซเลียมที่มี สี เหลืองเปน
ผลึกฟอรมาซานที่มีสีมวงดวยเอมไซมดีไฮโดรจิเนส (dehydrogenase enzyme) ซึ่ง
หลั่งจากไมโตรคอนเดรียของเซลลที่มีชีวิต ดังนั้นปริมาณผลึกฟอรมาซานจึงเปน
สัดสวนโดยตรงกับปริมาณเซลลที่มีชีวิต เร่ิมตนโดยเปลี่ยนอาหารปนเปอนที่ใชเล้ียง
เซลลมาแลว 24 ชม.ในถาดเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม เปนสารละลายเอ็มทีทีความ
เขมขน 5 มก./มล. ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวนําไปอบในตูเล้ียงเซลลที่อุณหภูมิ 
37°ซ นาน 1 ชม. จากนั้นดูดสารละลายเอ็มทีทีออกและเปลี่ยนเปนสารละลายได
เมทิลซัลฟอกไซด (dimethylsulfoxide, DMSO) ปริมาณ 1,000 มล.ซึ่งผสม
บัฟเฟอรไกลซีน (glycine buffer, pH 10) ปริมาณ 100 มล. ตอ 1 หลุมของถาด
เล้ียงเซลล เพื่อละลายผลึกฟอรมาซาน นําถาดเพาะเลี้ยงเซลลไปเขยาหมุน (Rotary 
agitation) นาน 10 นาที แลวจึงนําสารละลายไดเมทิลซัลฟอกไซดไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตรดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร 
(Thermospectronic Genesis10 UV/Visible Spectrophotometer) คํานวณหา
คาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาที่ได 

4.8. ทดสอบการเกาะยึด (Attachment) และการเจริญเพิ่มจํานวน (Proliferation) ของ
เซลลกระดูก SaOS-2 บนโครงเนื้อเยื่อ เร่ิมตนจากสุมเลือกตัวอยางโครงเนื้อเยื่อรูป
ทรงกระบอก จํานวนกลุมละ 3 ชิ้น (ยกเวนตัวอยางกลุมที่ 6, ผลึกไคติน 30%, 
จํานวน 5 ชิ้น) นําไปวางในถาดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม ทําใหปราศจากเชื้อ
ดวยเอทานอล 70% ปริมาณ 1 มล./หลุม เปนเวลา 30 นาที จากนั้นกําจัดเอทานอ
ลออกแลวลางโครงเนื้อเยื่อดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (PBS) ซ้ํา 2 คร้ัง บรรจุ
เซลลกระดูก SaOS-2 จํานวน 40,000 เซลล/ตัวอยาง ลงบนโครงเนื้อเยื่อโดยตรง 
เติมอาหารเลี้ยงเซลลชนิด α-minimum essential medium เสริมดวย 10% ซีรัม
ลูกวัว, 1% แอล-กลูตามีน และ 1% ยาปฏิชีวนะ ซึ่งประกอบดวยเพนนิซิลินจี
โซเดียม สเตรปโตไมซินซัลเฟต และ แอมโฟเทอริซินบี ปริมาณ 1.5 มล./หลุม ใน
บรรยากาศที่มีความชื้นสัมพัทธ 95% และ คารบอนไดออกไซด 5% ที่อุณหภูมิ 37°
ซ เมื่อครบกําหนดเวลาที่ 1, 4, 24, 48, และ 72 ชม. แลวจึงดูดอาหารเลี้ยงเชื้อออก 
ลางโครงเนื้อเยื่อดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 2 คร้ัง นําโครงเนื้อเยื่อกลุมละ 3 
ชิ้น ไปหาปริมาณเซลลที่มีชีวิตอยูภายในดวยวิธีเอ็มทีที (วีธีเดียวกับ 4.7) สําหรับ
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ตัวอยางโครงเนื้อเยื่อกลุมที่ 6 ที่เหลืออยูนั้น ใชเพื่อสังเกตการเจริญของเซลลกระดูก
บนโครงเนื้อเยื่อโดยตรงหลังจากเพาะเลี้ยงเซลลเปนเวลานาน 1 และ 7 วัน ดวย
กลองจุลทรรศนชนิดสองกราด โดยยึดเซลลดวยการแชโครงเนื้อเยื่อในสารละลายก
ลูตารอลดีไฮด 3 % (3% glutaraldehyde solution) ปริมาณ 500 ไมโครลิตร/หลุม 
นาน 30 นาที จากนั้นลางโครงเนื้อเยื่อดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส แลวจึงกําจัดน้ําออกโดยแชโครงเนื้อเยื่อในสารละลายเอทานอล
ความเขมขน 30, 50, 70, 90, และ 100% ตามลําดับ นาน 2 นาที/ความเขมขน วาง
โครงเนื้อเยื่อทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนแหงสนิท นําไปยึดบนแทงทองเหลือง และสองดู
ดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราดเพื่อตรวจสภาพการยึดเกาะของเซลล 
และศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล  
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ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
(Result and Discussion) 

1. สัณฐานวิทยาและขนาดของผลึกไคติน 

ผลึกไคตินที่สกัดไดแสดงคุณสมบัติความเปนสารแขวนลอยในน้ํา (colloids suspension) 
เมื่อมองดวยตาเปลา ความเปนคอลลอยดของผลึกไคตินเปนผลจากการผลักตัวกันของผลึก โดยภายใต
สภาวะกรดดังเชนที่ใชในกระบวนการสกัดผลึกไคติน จะเกิดกระบวนการรับประจุบวก (protonation) 
ของกลุมอะมิโนในโมเลกุลของไคตินซึ่งประกอบขึ้นจากหนวยยอยชนิด N-acetyl-D-glucosamine ดัง
สมการ [40] 

      GIu-NH2 + H+            GIu-NH3+ 

หมูฟงกชัน NH3+ ที่เกิดขึ้น เปนแหลงกําเนิดของแรงผลักระหวางประจุ (electrostatic 
repulsive force) ซึ่งการศึกษาโดย Revel and Marchessaultf ในป 1993 [41] พบวาเกิดประจุบวกขึ้น
ภายหลังจากไฮโดรไลซิสดวยกรดเพียง 15 นาที และโดยที่ผลึกไคตินมีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร จึงมี
พื้นที่ผิวมากและเปนผลใหเกิดแรงผลักระหวางประจุในปริมาณมากตามไปดวย อยางไรก็ตามการรับ
ประจุบวกของกลุมอะมิโนอาจจะเกิดขึ้นไมทั้งหมด ทําใหเกิดพันธะไฮโดรเจนดึงดูดระหวางผิวผลึกไคติน
ในบางตําแหนง เกิดเปนกลุมผลึกในลักษณะเกาะกลุมกันบางสวน (partial aggregation) ภาพจาก
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองผาน (ภาพที่ 6) จึงแสดงใหเห็นผลึกไคตินรูปรางเรียวยาวและหัวทาย
แหลม โดยมีทั้งผลึกที่กระจายตัวแยกออกเปนผลึกเดี่ยว (individual crystallites) และที่เกาะกันเปนกลุม
ผลึก (crystal bundles) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 ผลึกไคตินที่สกัดไดถายดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองผาน 
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ความเขมขนของสารแขวนลอยผลึกไคตินที่วัดไดมีคาเปน 1.417% (มวล/ปริมาตร) มีคา
ใกลเคียงกับคาที่ไดจากการศึกษาโดย Sriupayo et al. ในป 2005 (1.48%) [35] 

ขนาดของผลึกไคตินที่สกัดไดมีคาเฉลี่ยความยาวและความกวางเปน 255.70 ± 55.77 และ 
30.65 ± 5.77 นาโนเมตร ตามลําดับ คํานวณคาอัตราสัดสวนของความยาวตอความกวางโดยเฉลี่ย
(aspect ratio, Length/Width) ไดคาประมาณ 8 การกระจายตัวของขนาดความยาวและความกวางของ
ผลึกไคตินแสดงในแผนภูมิฮิสโตแกรม (ภาพที่ 7 และ 8) ซึ่งจะสังเกตไดวา มากกวารอยละ 50 ของผลึก
ไคตินมีความยาวอยูในชวง 203-277 นาโนเมตร และมีความกวางอยูในชวง 27-35 นาโนเมตร ขนาดของ
ผลึกไคตินในการทดลองนี้มีคาอยูภายในชวงของขนาดของผลึกไคตินจากการศึกษาโดย Nair & 
Dufresne ในป 2003 [42] (ยาว 100-600 นาโนเมตร, กวาง 4-40 นาโนเมตร) และ การศึกษาโดย Lu et 
al. ในป 2004 [43] (ยาว 100-650 นาโนเมตร, กวาง 10-80 นาโนเมตร)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7 ฮีสโตแกรมแสดงการกระจายของความยาวของผลึกไคติน  

 

  

 

 

 

 

ภาพที่ 8 ฮีสโตแกรมแสดงการกระจายของความกวางของผลึกไคติน  
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 0%   2% 5% 10% 20% 30% 

ภาพที่ 9 โครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคตินชนิดอัลฟา 
(ตัวเลขแสดงสัดสวนน้ําหนักของผลกึไคตินตอน้ําหนักของวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาติน) 

2. โครงสรางและสัณฐานวิทยาของโครงเนือ้เยื่อ 

โครงเนื้อเยื่อที่ผลิตไดมีลักษณะเปนกอนฟองน้ําที่มีรูพรุน น้ําหนักเบา และมีสีเขมขึ้นตาม
สัดสวนที่เพิ่มมากขึ้นของปริมาณผลึกไคติน (ภาพที่ 9) 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ความพรุนภายในโครงเนื้อเยื่อมีความจําเปนตอการสงผานเขา-ออกของสารอาหาร อากาศ 
และของเสียจากเซลล รวมถึงการสรางหลอดเลือดใหมที่จําเปนสําหรับการสรางเนื้อเยื่อ [44] จาก
ภาพถายกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราดของโครงเนื้อเยื่อที่ผลิตได (ภาพที่ 10-1,2) โครงสราง
และสัณฐานวิทยาของโครงเนื้อเยื่อในทุกกลุมตัวอยางมีรูพรุนทั่วทั้งชิ้น รูพรุนมีรูปรางกลมและมีความ
ตอเนื่องจากชั้นตื้นสูชั้นที่ลึกกวา (Interconnectivity) ทั้งนี้ไมพบความแตกตางระหวางสัณฐานวิทยาของ
ชิ้นตัวอยางที่ตัดตามแนวขวางและตามแนวดิ่ง ซึ่งแสดงถึงลักษณะสัณฐานวิทยาที่ดีของโครงเนื้อเยื่อที่
เปนรูปแบบเดียวกันในทุกมิติ [9] แตจะสังเกตเห็นวาความสมบูรณของโครงเนื้อเยื่อในกลุม “ผลึกไคติน 
30%” ดูดอยกวากลุมอื่นเล็กนอย โดยเฉพาะชิ้นตัวอยางที่ตัดในแนวดิ่งที่ผนังของรูพรุนดูไมใครตอเนื่อง 

0%

2%
5%

10%
20%

30%
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(3) 2% CW-X 

(5) 5% CW-X 

(2) 0% CW-L 

(4) 2% CW-L 

(6) 5% CW-L 

(1) 0% CW-X 

ภาพที่ 10-1 โครงสรางและสณัฐานวิทยาของโครงเนือ้เยือ่วัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไค
ตินชนิดอัลฟาตัดตามแนวขวาง (1,3,5) และแนวดิ่ง  (2,4,6): (1,2) ผลกึไคติน 0% (3,4) ผลึกไคติน 2% (5,6) ผลึกไค
ติน 5% ถายดวยกลองจุลทรรศนอเิลคตรอนชนิดสองกราด 
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ภาพที่ 10-2 โครงสรางและสณัฐานวิทยาของโครงเนือ้เยือ่วัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไค
ตินชนิดอัลฟาตัดตามแนวขวาง (7,9,11) และแนวดิ่ง  (8,10,12): (7,8) ผลึกไคติน 10% (9,10) ผลึกไคติน 20% 
(11,12) ผลึกไคติน 30% ถายดวยกลองจุลทรรศนอเิลคตรอนชนิดสองกราด 

(7) 10% CW-X (8) 10% CW-L 

(9) 20% CW-X (10) 20% CW-L 

(11) 30% CW-X (12) 30% CW-L 
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ตารางที่ 2 ขนาดของรูพรุนภายในโครงเนื้อเยือ่วัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคตินชนิดอัลฟาวัด
จากชิ้นตัวอยางตดัตามแนวขวางและแนวดิ่ง  a,b,c,d,e,f เปรียบเทียบเฉพาะภายในตัวอยางกลุมเดียวกันที่ระดับ
นัยสําคัญตํ่ากวา 0.05; ทดสอบดวยสถิติ One Way ANOVA with Tukey HSD, จํานวนขอมูลเปน 50. 

ขนาดของรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อท่ีผลิตไดแสดงในตารางที่ 2 

ขนาดของรูพรุนในทุกกลุมตัวอยางอยูในชวงประมาณ 100-200 ไมโครเมตรทั้งในระนาบนอน
และระนาบดิ่ง โดยมีคาเฉลี่ยอยูในชวงประมาณ 150 ไมโครเมตร ซึ่งเมื่อพิจารณาจากคาของสวน
เบี่ยงเบนมาตรฐานจะพบความเหลื่อมกันของขนาดรูพรุนในทุกกลุมตัวอยาง ขณะเดียวกันสถิติทดสอบ 
แสดงใหเห็นวารูพรุนในระนาบนอนมีขนาดไมแตกตางจากรูพรุนในระนาบดิ่งเมื่อเปรียบเทียบภายในกลุม
ตัวอยางเดียวกันยกเวนกลุมควบคุม ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาปริมาณที่เพิ่มขึ้นของผลึกไคตินไมมีผล
ตอขนาดของรูพรุนที่ เกิดขึ้นภายในโครงเนื้อเยื่อแตอยางไร ดวยขนาดของรูพรุนที่ เล็กกวา 200 
ไมโครเมตร การสงผานของอาหารและอากาศ รวมถึงการเจริญของหลอดเลือดใหมภายในโครงเนื้อเยื่อที่
ผลิตขึ้นนี้อาจเปนไปอยางจํากัด ทําใหเกิดสภาวะออกซิเจนต่ําภายในโครงเนื้อเยื่อซึ่งเหมาะสมกับการ
เจริญของกระดูกออน (cartilage) มากกวากระดูก (bone) [5, 45]  

เพื่อใหไดโครงเนื้อเยื่อที่มีรูพรุนเฉลี่ยขนาดใหญกวา 200 ไมโครเมตร  ในขั้นตอนขึ้นรูปโครง
เนื้อเยื่อดวยวิธีแชเยือกแข็งและการระเหิด จําเปนตองลดอัตราการเย็นตัวของสารละลายวัสดุประกอบให
ต่ําลงกวาที่กําหนดในการทดลองนี้ ซึ่งการศึกษาโดย Shapiro and Cohen ในป 1997 [46] ไดอธิบายถึง
เหตุผลเกี่ยวกับอัตราการเย็นตัวอยางรวดเร็ว วาเปนสาเหตุใหเกิดการสูญเสียความรอนที่ใชในการสราง
ผลึกน้ําแข็ง (heat of crystallization) ทําใหเกิดเฉพาะผลึกน้ําแข็งที่มีขนาดเล็กซึ่งจะกลายเปนรูพรุน
ขนาดเดียวกันภายหลังจากที่ผลึกน้ําแข็งนั้นระเหิดไป สอดคลองกับผลการศึกษาโดย Kang et al. ในป 
1999 [47] ในการขึ้นรูปโครงเนื้อเยื่อเจลาตินซึ่งพบวา อุณหภูมิแชเยือกแข็งที่ -20°ซ ทําใหโครงเนื้อเยื่อมี

 ขนาดของรูพรุน (ไมโครเมตร) 
 ชิ้นตัวอยางตัดแนวขวาง ชิ้นตัวอยางตัดแนวยาว 

ตัวอยาง 
ชวง 

 (ตํ่าสุด-สูงสุด) 
คาเฉลี่ย   

(Mean ± SD) 
ชวง 

 (ตํ่าสุด-สูงสุด) 
คาเฉลี่ย

(Mean ± SD) 
ผลึกไคติน 0%  92.34 − 208.76 140.91 ± 21.82a 112.80 − 231.37 165.76 ± 27.68aa 

ผลึกไคติน 2%  114.42 − 181.98 139.38 ± 16.01b 108.37 − 182.09 145.44 ± 15.31b 

ผลึกไคติน 5%  104.12 − 224.47 153.15 ± 23.92c 110.59 − 171.08 142.70 ± 13.84c 

ผลึกไคติน 10%  118.01 − 202.32 158.86 ± 19.08d 104.27 − 205.35 162.76 ± 23.63d 

ผลึกไคติน 20%  113.48 − 200.48 151.44 ± 19.29e 105.77 − 180.96 143.85 ± 17.19e 

ผลึกไคติน 30%  108.48 − 184.36 155.41 ± 15.67f   97.22 – 231.27 148.99 ± 25.09f 
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ขนาดของรูพรุนใหญกวาที่อุณหภูมิ -80°ซ หรือการแชเยือกแข็งในไนโตรเจนเหลว อยางมีนัยสําคัญ 
(250, 85 และ 45 ไมโครเมตร ตามลําดับ)  

3. กลสมบัติของโครงเนื้อเยื่อ 

โครงเนื้อเยื่อที่ดีควรมีความทนทานตอแรงที่มากระทํา ทั้งในระหวางกระบวนการซอมสราง
เนื้อเยื่อในหองปฏิบัติการและในคลินิก รวมถึงมีความสามารถในการชดเชยกลสมบัติของอวัยวะเพื่อการ
ทําหนาที่ไดอยางไมบกพรอง ดังเชนในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกเปนตน 

งานวิจัยนี้ศึกษากลสมบัติของโครงเนื้อเยื่อดวยวิธีการดึงชิ้นตัวอยางจนขาด ผลการศึกษา
แสดงดวยคาของความแข็งแรงดึง คาโมดูลัสยืดหยุน และการยืดตัวขณะขาดในตารางที่ 3 

 

 
 
เมื่อสัมผัสดวยมือเปลา โครงเนื้อเยื่อท่ีเสริมความแข็งแรงดวยผลึกไคตินมีความยืดหยุน

นอยลงและคอนขางแข็งกระดางเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม จากตารางที่ 3 สถิติทดสอบแสดงให
เห็นถึงคาโมดูลัสยืดหยุนของโครงเนื้อเยื่อท่ีเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อเสริมความแข็งแรงดวยผลึกไคติน
ตั้งแต 2 ถึง 30% แตปริมาณผลึกไคตินที่เพิ่มขึ้นมีผลตอโมดูลัสยืดหยุนอยางไมแตกตางกัน เวนแตกลุม
ผลึกไคติน 20% ซึ่งมีคาต่ํากวากลุม 10 และ 30% เล็กนอย ภาพรวมของคาโมดูลัสยืดหยุนสอดคลองกับ
คาของการยืดตัวขณะขาด โดยพบวากลุมควบคุมมีการยืดตัวสูงสุดและแตกตางจากกลุมอื่นๆอยางมี
นัยสําคัญ ขณะที่การยืดตัวขณะขาดของกลุมทดลองนั้นมีความคาบเกี่ยวกันและปราศจากแนวโนมไป
ตามสัดสวนปริมาณผลึกไคตินที่เพิ่มขึ้น ทั้งนี้แตกตางจากคาความแข็งแรงดึง โครงเนื้อเยื่อที่เสริมแรงดวย
ผลึกไคติน 2% มีคาความแข็งแรงดึงสูงสุดและแตกตางจากกลุมอื่นอยางมีนัยสําคัญ ขณะที่กลุมทดลอง
อื่นใหคาความแข็งแรงดึงไมแตกตางจากกลุมควบคุม ผลดังกลาวมีความสอดคลองกับผลการศึกษาของ 

ตัวอยาง โมดูลัสยืดหยุน (MPa) การยืดตัวขณะขาด (%) ความแข็งแรงดึง (MPa) 

ผลึกไคติน 0%  00.988 ± 0.099a 53.476 ± 10.688a 0.518 ± 0.064a 

ผลึกไคติน 2%  14.096 ± 2.228b 28.346 ± 6.163b 1.028 ± 0.089b 

ผลึกไคติน 5%  19.958 ± 3.640b 06.357 ± 1.418c 0.532 ± 0.153a,c 

ผลึกไคติน 10%  12.456 ± 2.000b 11.632 ± 4.154c,d 0.478 ± 0.190a,c 

ผลึกไคติน 20%  07.103 ± 0.931c 16.070 ± 0.955b,d 0.465 ± 0.058a 

ผลึกไคติน 30%  11.963 ± 0.472b 16.030 ± 3.396b,d 0.722 ± 0.081c 

ตารางที่ 3 กลสมบัติของโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคตินชนิดอัลฟา 
a,b,c,d, เปรียบเทียบเฉพาะภายในกลุมตัววัดเดียวกันที่ระดับนัยสําคัญตํ่ากวา 0.05; ทดสอบดวยสถิติ One 

Way ANOVA with Dunnett T3, จํานวนตัวอยางเปน 5. 
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Sriupayo et al. ในป 2005 [35] ซึ่งพบวาผลึกไคตินปริมาณ 2.96% ใหคาความแข็งแรงสูงสุดใน
แผนฟลมวัสดุประกอบไคโตซาน ในขณะที่ ปริมาณ 7.4, 14.8, 22.2 และ 29.6% นั้นทําใหคาความ
แข็งแรงดึงลดต่ําลงและแตกตางกันเองอยางไมมีนัยสําคัญ หากเปรียบเทียบระหวางผลการทดลองใน
กลุมผลึกไคติน 2% กับกลสมบัติโดยเฉลี่ยของกระดูก จะพบวาคาโมดูลัสยืดหยุนของโครงเนื้อเยื่อต่ํากวา
ของกระดูกถึงประมาณ 1,000 เทา (16.4 จิกะปาสคาล) ขณะที่ความแข็งแรงดึงมีคาต่ํากวาถึง 100 เทา 
(117.4 เมกะปาสคาล) [48] แสดงใหเห็นถึงจุดดอยในกลสมบัติของโครงเนื้อเยื่อที่ผลิตจากโพลีเม
อรธรรมชาติ [6] 

ผลการทดลองถึงกลสมบัตินี้แสดงใหเห็นวา การเสริมแรงดวยผลึกไคตินเพียง 2% ใหผลที่
ชัดเจนในการลดความยืดหยุน และเพิ่มความแข็งแรงดึงของโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจ
ลาตินอยางมีนัยสําคัญ การเพิ่มสัดสวนของปริมาณผลึกไคตินใหสูงขึ้นถึง 30% ไมชวยใหกลสมบัติของ
โครงเนื้อเยื่อดีขึ้นแตอยางไร ถึงแมวาคาของกลสมบัติที่วัดไดนั้นเปนผลรวมกันจากสองปจจัยภายในโครง
เนื้อเยื่อ ซึ่งไดแกกลสมบัติของตัวเนื้อวัสดุประกอบเองและความพรุนภายในชิ้นตัวอยาง แตจาก
การศึกษาถึงสัณฐานวิทยาและความพรุนของโครงเนื้อเยื่อที่ไมพบความแตกตางกันในทุกกลุมควบคุม 
คาของกลสมบัติที่วัดไดจึงนาจะสะทอนมาจากกลสมบัติของวัสดุประกอบโดยตรง และใชเปนตัวแทน
ของกลสมบัติโครงเนื้อเยื่อได อยางไรก็ตามอาจพบความคลาดเคลื่อนของผลการทดลองบางสําหรับคา
โมดูลัสยืดหยุนในกลุมผลึกไคติน 20% และคาการยืดตัวขณะขาดในกลุมผลึกไคติน 5% ซึ่งแสดงคาที่
แตกตางจากกลุม 

4. การดูดซึมน้ําและการยอยสลายทางชีวภาพ 

ภาพที่ 11 แสดงอัตราการดูดซึมน้ําของโครงเนื้อเยื่อที่อุณหภูมิหองตั้งแตเวลา 15 นาทีจนถึง 
24 ชั่วโมง พบวาทุกกลุมตัวอยางมีการดูดซึมน้ําคอนขางใกลเคียงกันใน 60 นาทีแรก โดยเปนสัดสวน
มากกวา 95% ของน้ําหนักทั้งหมดของโครงเนื้อเยื่อที่ดูดซึมน้ําเอาไวซึ่งเปนคาที่สูงมาก เทียบไดกับการ
ดูดซึมน้ําของวัสดุประเภทซึมซับพิเศษ (superabsorbent) [49] ซึ่งปริมาณการดูดซึมน้ําในการทดลองนี้
มีคาใกลเคียงกับการศึกษาของ Park et al. ในป 2002 [37] ในโครงเนื้อเยื่อรูปฟองน้ําชนิดคอลลาเจน
ผสมไฮยารูโรแนน การดูดซึมน้ําในปริมาณมากเปนคุณสมบัติเฉพาะตัวจากความเขากันไดดีกับน้ํา 
(hydrophilicity) ของวัสดุประเภทไฮโดรเจลเชน ไฮยารูโรแนน เจลาติน หรืออัลจิเนต [7] ซึ่งเปนประโยชน
ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อจากการเปนสภาพแวดลอมชุมน้ําที่ชวยปกปองเซลลและสารผลิตจากเซลลเชน 
ดีเอ็นเอ หรือ เปปไตด (peptide) รวมถึงเปนเสนทางลําเลียงแลกเปลี่ยนสารอาหารและผลผลิตตางๆเขา
และออกจากเซลล [31]   
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ภาพที่ 11 อัตราการดูดซึมน้ําที่อุณหภูมิหองของโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-  
เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคตินชนิดอัลฟา  

จากผลการทดลอง (ภาพที่ 11) ที่แสดงถึงการดูดซึมน้ําในปริมาณใกลเคียงกันของโครง
เนื้อเยื่อในทุกกลุมตัวอยาง โดยเฉพาะอยางยิ่งภายใน 60 นาทีแรก รวมถึงการลดลงของปริมาณการดูด
ซึมน้ําที่มีแนวโนมในลักษณะเดียวกันเมื่อเวลาผานไป การเสริมแรงดวยผลึกไคตินจึงมีผลกระทบตอการ
ดูดซึมน้ําของโครงเนื้อเยื่อนอยมาก อาจเปนเพราะสัณฐานวิทยาของโครงเนื้อเยื่อที่มีรูพรุนตอเนื่องตลอด
ทั่วทั้งชิ้นในตัวอยางทุกกลุมนั้น ชวยใหเกิดพฤติกรรมแคปปลลารี (capillary reaction) ดูดน้ําผานรูพรุน
จนเต็มโครงเนื้อเยื่อไดอยางรวดเร็ว [49] ทําใหโครงเนื้อเยื่อมีการดูดซึมน้ําในปริมาณมากดวยอัตราเร็วสูง 
ซึ่งสังเกตไดจากปริมาณการดูดซึมอยูที่จุดสูงสุดภายในเวลา 15 นาทีแรก  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
การดูดซึมน้ําในปริมาณสูงทําใหโครงเนื้อเยื่อมีจุดดอยในเรื่องของกลสมบัติ [31] และอาจ

ยอยสลายไดโดยงาย การยอยสลายของไฮโดรเจลเกิดขึ้นไดจากกระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 
การละลาย (dissolution) และ การยอยสลายโดยเอนไซม (enzymatic cleavage) [7]  การทดลองนี้
ศึกษาการยอยสลายของโครงเนื้อเยื่อที่เวลา 24 ชม.ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่อุณหภูมิหอง (25 
องศาเซลเซียส) ในสภาวะนิ่ง และ อุณหภูมิ 37°ซ ภายใตการเขยาดวยความเร็วรอบ 70 รอบ/นาที เพื่อ
สังเกตการยอยสลายจากกระบวนการไฮโดรไลซิสซึ่งอาจเกิดรวมกับการละลาย และศึกษาการยอยสลาย
ในเอ็นไซมคอลลาจิเนส (collagenase) ที่ความเขมขน 373 นาโนกรัม/มล. ซึ่งเปนคาความเขมขนที่พบ
ในน้ําไขขอ (synovial fluid) ของผูปวยโรคไขขอกระดูกอักเสบ (osteoarthritis) [38, 39] โดยศึกษาท่ี
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ภาพที่ 12 น้ําหนักที่เหลอืของโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึก
ไคตินชนิดอัลฟา ภายหลังจากแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรและคอลลาจิเนสทีส่ภาวะตางๆ 
นาน  24 ชม. a,b,c,* เปรียบเทียบที่ระดับนัยสําคัญตํ่ากวา 0.05; ทดสอบดวยสถิติ One Way 
ANOVA with Tukey HSD, จํานวนตัวอยางเปน 4. 

อุณหภูมิ 37°ซ ภายใตการเขยาดวยความเร็วรอบ 70 รอบ/นาที ผลการศึกษาแสดงโดยน้ําหนักที่ลดลง
ของโครงเนื้อเยื่อในสภาวะที่แหงสนิท (ภาพที่ 7)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

จ 
จากภาพที่ 12 การแชโครงเนื้อเยื่อในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเพียง 24 ชั่วโมงที่

อุณหภูมิหองทําใหน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อลดลงเหลือ 58-76% ของน้ําหนักเริ่มตน โดยไมพบแนวโนมที่
สัมพันธกับปริมาณไคตินที่เพิ่มขึ้นซึ่งสอดคลองกับพฤติกรรมการดูดซึมน้ําของโครงเนื้อเยื่อ การยอย
สลายโครงเนื้อเยื่อโดยกระบวนการไฮโดรไลซิสและ/หรือการละลายโดยปราศจากเอ็นไซมจึงเริ่มตนตั้งแต 
24 ชั่วโมงแรก  

ผลดังกลาวแตกตางจากการทดลองยอยสลายโครงเนื้อเยื่อในสภาพเลียนแบบสภาวะรางกาย
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสรวมกับการเขยาที่ความเร็วรอบ 70 รอบ/นาที อุณหภูมิที่สูงขึ้นและการขยับ
เคลื่อน ทําใหน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบภายในกลุมตัวอยางที่มี
ปริมาณผลึกไคตินเทากัน ทั้งนี้อาจเกิดการยอยสลายโมเลกุลไฮยารูโรแนนดวยความรอน (Thermal 
degradation) [50] รวมดวย ทําใหน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อลดลงเหลือ 33-60% ของน้ําหนักเริ่มตน การ
เสริมแรงดวยปริมาณผลึกไคติน 20-30% เปนผลใหโครงเนื้อเยื่อทนตอการยอยสลายในสภาวะนี้ไดอยาง
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มีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม ถึงแมคาเฉลี่ยของน้ําหนักที่เหลืออยูจะแสดงใหเห็นแนวโนมที่ลดลง
ของการยอยสลายเมื่อปริมาณผลึกไคตินเพิ่มขึ้น แตสถิติทดสอบบงชี้วาปริมาณผลึกไคติน 5-30% ใหผล
ในระดับที่ตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ 

เชนเดียวกับการยอยสลายในเอ็มไซมคอลลาจิเนสในสภาวะเลียนแบบรางกายมนุษย น้ําหนัก
ของโครงเนื้อเยื่อที่เหลืออยูลดต่ําลง เมื่อเปรียบเทียบกับการยอยสลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่
สภาวะเดียวกัน ซึ่งนาจะเปนผลจากการที่เอ็มไซมคอลลาจิเนสไปตัดพันธะเปปไตด (peptide bone) ที่
ตําแหนงของกรดอะมิโน “ไกลซีน” ในโครงสรางของโมเลกุลเจลาติน [37] ประกอบกับการยอยสลายไฮ
ยารูโรแนนดวยความรอน และการขยับเคลื่อนของโครงเนื้อเยื่อภายในสารละลายตัวกลาง ทําใหโครง
เนื้อเยื่อมีน้ําหนักเหลือเพียง 11-52% ของน้ําหนักเริ่มตน อยางไรก็ตาม การเสริมแรงผลึกไคตินในสัดสวน
ไมต่ํากวา 5% ของน้ําหนักวัสดุประกอบ ทําใหโครงเนื้อเยื่อมีความตานทานตอการยอยสลายดวย
เอนไซมดีขึ้นอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งอาจเปนเพราะเกิดการเชื่อมประสานระหวางโมเลกุลผลึกไคตินกับวัสดุ
ประกอบ ทําใหเอนไซมคอลลาจิเนสเขาถึงตําแหนงตัดพันธะไดยากขึ้น [51]  

5. การดูดกลืนคลื่นอินฟาเรด 

จากภาพแสดงอินฟาเรดสเปคตรัมของเจลาติน ไฮยารูโรแนน ผลึกไคติน และวัสดุประกอบไฮ
ยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคตินชนิดอัลฟา (ภาพที่ 13) เจลาตินมีการการดูดกลืนแสงอิน
ฟาเรดที่คลื่นความถี่ 1656, 1547, 1450 และ 1237 ซม-1 ซึ่งเปนการตอบสนองของกลุมพันธะเอไมด 
(amide bond, CO-NH) ที่ปรากฏอยูในโครงสรางของโมเลกุลโปรตีน [37, 52, 53] ในขณะที่ไฮยารูโรแน
นซึ่งโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยหนวยยอยของกรด กลูคูโรนิค (Glucuronic) และอซิติลกลูโคซามีน 
(Acetylglucosamine) มีการดูดกลืนที่คลื่นความถี่ 1412 และ 1076  ซม-1 แสดงถึงการปรากฏอยูของ
กลุมเกลือคารบอกซิล (carboxylate salt; symmetric stretching) และกลุมพันธะเอสเทอร (ester 
bond, CO-OH) ตามลําดับ อินฟาเรดสเปคตรัมของไฮยารูโรแนนมีลักษณะคลายกับของผลึกไคติน
เนื่องจากทั้งสองชนิดเปนสารประเภทโพลีแซคคาไรด แตผลึกไคตินแสดงการดูดกลืนที่ชัดเจนและแคบ
กวา (sharp) ในหลายชวงความถี่ เนื่องจากโครงสรางมีความเปนผลึก [32] โดยเฉพาะที่ตําแหนงความถี่ 
1076 (พันธะเอสเทอร), 1378 (กลุมเกลือคารบอกซิล) 3267 และ 3446 ซม-1 (กลุมไฮดรอกซิล, OH) [53] 

ผลึกไคตินที่สกัดไดยังแสดงสเปคตรัมของพันธะเอไมดหนึ่ง (amide I) ซึ่งแยกออกเปนสอง
ความถี่คือ 1621 และ 1656 ซม-1 และสเปคตรัมของพันธะเอไมดสอง (amide II) ที่ความถี่ 1556 ซม-1 
[52, 54] ความถี่ 1621 ซม-1 นั้นเปนลักษณะที่พบไดเฉพาะในผลึกไคตินชนิดอัลฟาเทานั้น ขณะที่ความถี่ 
1656 ซม-1 นั้นเกิดจากการเหยียดออก (stretch) ของพันธะไฮโดรเจนระหวางกลุมคารบอนิล (CO) กับ 
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ภาพที่ 13 อินฟาเรดสเปคตรัมของเจลาติน ไฮยารูโรแนน ผลึกไคติน และวัสดุประกอบไฮยารู
โรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคตินชนิดอัลฟา  
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กลุมเอมีน (NH) ของสายโซขางเคียง (intra-sheet chain) ซึ่งเปนตําแหนงความถี่เดียวกับที่พบในพันธะ
เอไมดในโมเลกุลโปรตีน [32] 

เมื่อผสมไฮยารูโรแนนเขากับเจลาตินและเชื่อมประสานดวยตัวเชื่อมประสาน EDC (crosslink 
agent) วัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินที่ได (ผลึกไคติน 0%) แสดงการดูดกลืนอินฟาเรดที่คลื่น
ความถี่ 1650, 1550, 1412 และ 1076 ซม-1 ซึ่งแสดงถึงทั้งพันธะเอไมดและเอสเทอรบนโครงสรางของ
วัสดุประกอบ ตัวเชื่อมประสาน EDC ทําใหเกิดการสรางพันธะเอไมดระหวางกลุมคารบอกซิลในเจลาติน
และ/หรือในกรดกลูคูโรนิคของไฮยารูโรแนนกับกลุมอะมิโนในเจลาติน และพันธะเอสเทอรระหวางกลุม
คารบอกซิลดังกลาวกับกลุมไฮดรอกซิลในสายเจลาตินและ/หรือในสายไฮยารูโรแนน [55] ทั้งนี้ปฏิกิริยา
ดังกลาวสามารถเกิดขึ้นกับผลึกไคตินไดดวยเชนกัน อินฟาเรดสเปคตรัมของวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-
เจลาตินที่เสริมแรงดวยผลึกไคตินมีการดูดกลืนคลื่นความถี่ 1378 และ1076 ซม-1 ดวยความเขมที่สูงขึ้น 
(higher intensity) ตามปริมาณผลึกไคตินที่เพิ่มขึ้น และพบตําแหนงบาของการดูดกลืน (absorption 
shoulder) ที่ตําแหนงความถี่ 3267 ซม-1 ซึ่งมีขอบเขตชัดเจนมากขึ้นตามปริมาณผลึกไคตินที่เพิ่มขึ้น
เชนกัน 

อินฟาเรดสเปคตรัมจึงแสดงใหเห็นถึงการผสาน (Blending) เขาดวยกันระหวางวัสดุทั้งสาม
ชนิดในโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคตินนิดอัลฟา  

6. อุณหสมบัติของโครงเนื้อเยือ่ 

การทดสอบอุณหสมบัติของโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวย
ผลึกไคตินชนิดอัลฟา ทําโดยศึกษาเสถียรภาพของวัสดุในอุณหภูมิที่เพิ่มสูงขึ้นจนกระทั่งเกิดการยอย
สลายภายใตกาซไนโตรเจน แสดงผลเปนแผนภูมิของน้ําหนักที่เปล่ียนแปลงไปดังภาพที่ 14  

จากแผนภูมิ (ภาพที่ 14) การเปล่ียนแปลงน้ําหนักตามอุณหภูมิของทุกกลุมตัวอยางมีรูปแบบ
เดียวกัน น้ําหนักของตัวอยางทุกกลุมลดลงนอยกวา 5% ในชวงอุณหภูมิต่ํากวา 200°ซ โดยไมแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญ เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นถึง 210-230°ซ น้ําหนักของตัวอยางกลับลดลงอยางรวดเร็วโดยมี
อัตราการลดลงสูงสุดที่อุณหภูมิ 245-250°ซ ซึ่งแสดงผลจากจุดสูงสุดบนแผนภูมิแสดงอัตราการ
เปล่ียนแปลงน้ําหนักตามเวลา (derivative curve)  

การลดลงของน้ําหนักในชวงอุณหภูมิ 260-360°ซ มีความแตกตางกันระหวางตัวอยางที่มี
ปริมาณผลึกไคตินแตกตางกันอยางเห็นไดชัด หากเปรียบเทียบที่อุณหภูมิเดียวกันภายในชวงอุณหภูมิ
ดังกลาว ตัวอยางที่มีปริมาณผลึกไคตินสูงมีน้ําหนักคงเหลืออยูมากกวาน้ําหนักของตัวอยางที่มีปริมาณ
ผลึกไคตินต่ํากวา เสถียรภาพของโครงเนื้อเยื่อที่อุณหภูมิสูงจึงมีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณผลึกไค
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ภาพที่ 14 แผนภมิูการเปลี่ยนแปลงน้ําหนัก (%) ของโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาติน
เสริมแรงดวยผลึกไคตินชนิดอัลฟา ที่อุณหภูมิ 30-600 องศาเซลเซียส ในอัตราเพิ่มอุณหภูมิ 10°ซ/นาที 
ภายใตกาซไนโตรเจน (TGA Curve)
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ติน ซึ่งอาจแสดงผลในเชิงปริมาณได โดยการวิเคราะหหาคาของอุณหภูมิที่ตองใชในการลดน้ําหนักของ
ตัวอยางลงคาหนึ่งๆ และหาปริมาณกากของวัสดุที่เหลืออยู (residue) ดังแสดงในตารางที่ 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

ตัวอยาง T-5% T-25% T-50% กากที ่550°ซ 
(°C) (°C) (°C) (น้ําหนัก %) 

ผลึกไคติน 0% 200.64 264.86 362.57 40.41 

ผลึกไคติน 2% 212.61 269.02 368.00 39.64 

ผลึกไคติน 5% 194.44 268.43 374.95 39.56 

ผลึกไคติน 10% 213.28 274.18 387.80 42.54 

ผลึกไคติน 20% 203.27 278.48 385.04 40.00 

ผลึกไคติน 30% 214.43 290.66 390.45 41.11 

ตารางที่ 4 อุณหภูมิ (°ซ) ณ จุดทีน่้ําหนักของตัวอยางลดลง 5, 25 และ 50% (T-5%, T-25% และ 
T-50% ตามลําดับ) และน้ําหนักเศษกากตัวอยางที่เหลืออยูภายหลังเผาที่อุณหภูมิ 550°ซ 
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การลดลงของน้ําหนักในชวงอุณหภูมิ 260-360 °ซ มีความแตกตางกันระหวางตัวอยางที่มี
ปริมาณผลึกไคตินแตกตางกันอยางเห็นไดชัด หากเปรียบเทียบที่อุณหภูมิเดียวกันภายในชวงอุณหภูมิ
ดังกลาว ตัวอยางที่มีปริมาณผลึกไคตินสูงมีน้ําหนักคงเหลืออยูมากกวาน้ําหนักของตัวอยางที่มีปริมาณ
ผลึกไคตินต่ํากวา เสถียรภาพของโครงเนื้อเยื่อที่อุณหภูมิสูงจึงมีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณผลึกไค
ติน ซึ่งอาจแสดงผลในเชิงปริมาณได โดยการวิเคราะหหาคาของอุณหภูมิที่ตองใชในการลดน้ําหนักของ
ตัวอยางลงคาหนึ่งๆ และหาปริมาณกากของวัสดุที่เหลืออยู (residue) ดังแสดงในตารางที่ 4 
 

จากตารางที่ 3 T-5% ซึ่งแสดงถึงการลดลงของน้ําหนักตัวอยางในระยะแรก (5%) เกิดขึ้นที่
อุณหภูมิประมาณ 200°ซ สังเกตไดวาอุณหภูมิที่ใชในการเผาแตละกลุมตัวอยางแตกตางกันไมมากนัก 
และเปนไปอยางไมมีแนวโนม ขณะที่ T-25% และ T-50% ซึ่งหมายถึงการลดลงของน้ําหนักตัวอยาง 25 
และ 50% ตามลําดับ พบวาตัวอยางที่มีปริมาณผลึกไคตินสูงตองใชอุณหภูมิในการเผาสูงขึ้นตามไปดวย 
ผลึกไคตินปริมาณ 10-30% โดยน้ําหนักของวัสดุประกอบชวยสรางเสถียรภาพตอความรอนไดดีกวาผลึก
ไคตินปริมาณ 2 หรือ 5% อยางเห็นไดชัด การเสริมแรงดวยผลึกไคตินจึงมีผลใหเสถียรภาพตอความรอน
ของวัสดุประกอบเพิ่มสูงขึ้น อยางไรก็ตามจากการที่กากวัสดุจากการเผาที่อุณหภูมิ 550°ซ เหลืออยูใน
ปริมาณใกลเคียงกัน แสดงใหเห็นวาผลดังกลาวอาจจํากัดอยูในบางชวงอุณหภูมิเทานั้น (260-360°ซ) ซึ่ง
เปนชวงอุณหภูมิที่สูงกวาอุณหภูมิในการใชงานโครงเนื้อเยื่อ (37°ซ) 

ที่อุณหภูมิ 37°ซ โครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินอาจเกิดการเปลี่ยนแปลง
สภาพทางกายภาพ เนื่องจากเปนอุณหภูมิที่สูงกวาอุณหภูมิเปล่ียนสถานะคลายแกวของวัสดุประกอบ 
ซึ่งจากการทดสอบดวย Differential scanning calorimeter ภายใตกาซไนโตรเจน พบวาอุณหภูมิเปล่ียน
สถานะคลายแกวมีคา 35.75°ซ (ภาพที่ 15) และมีคาสูงขึ้นเมื่อปริมาณผลึกไคตินมีสัดสวนมากขึ้น ผลที่
ไดมีความสอดคลองกับผลจากการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตามอุณหภูมิขางตน การที่โครง
เนื้อเยื่อที่มีผลึกไคติน 5-30% มีอุณหภูมิเปล่ียนสถานะคลายแกวสูงกวาหรือเทากับ 37°ซ อาจเปนสาเหตุ
ใหความทนทานตอการยอยสลายทางชีวภาพดีกวาโครงเนื้อเยื่อท่ีมีผลึกไคติน 2-5% (ภาพที่ 12)  
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7. ความเปนพิษตอเซลลกระดูก 

การทดสอบความเปนพิษดวยวิธีเอ็มทีที อาศยัการเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 570 นาโนเมตรของสารละลายฟอรมาซานในไดเมทิลซัลฟอกไซดที่ไดจากการเลี้ยงเซลลในโครง
เนื้อเยื่อ กับสารละลายฟอรมาซานที่ไดจากการเลี้ยงเซลลในถาดเพาะเลี้ยงเซลลซึ่งถือเปนคาควบคมุ 
(control) เนื่องจากคาการดดูกลืนแสงที่วัดไดแปรผันตามปริมาณเซลลที่มีชีวิต ความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญของคาการดูดกลืนแสงระหวางกลุมควบคุมกบักลุมทดลอง จงึแสดงถึงแนวโนมความเปนพษิ
ของวัสดุ 

งานวิจัยนี้เลือกทดสอบความเปนพิษตอเซลลกระดูกชนิด SaOS-2 ในโครงเนื้อเยื่อที่
ปราศจากผลึกไคติน และในโครงเนื้อเยื่อท่ีมีผลึกไคติน 30% ซึ่งเปนตัวแทนสําหรับพิสูจนความเปนพิษ
อันเนื่องมาจากปริมาณผลึกไคตินบนสมมติฐานที่วา หากไมพบความเปนพิษในโครงเนื้อเยื่อท่ีมีผลึกไค
ติน 30% แลวโครงเนื้อเยื่อในกลุมอื่นซึ่งมีผลึกไคตินนอยกวายอมปราศจากความเปนพษิดวย ผลการ
ทดลองแสดงในตารางที่ 5 
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ภาพที่ 15 แผนภมิูการเปลี่ยนแปลงความรอนของโครงเนื้อเยือ่วัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวย
ผลึกไคตินชนิดอัลฟา ที่อุณหภูมิ 25-60 องศาเซลเซยีส ในอัตราเพิ่มอุณหภูมิ 10°ซ/นาที ภายใตกาซไนโตรเจน 
(DSC Curve)
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การดูดกลืนแสง (570 นาโนเมตร)
ตัวอยาง ถาดเลี้ยงเซลล ผลึกไคติน 0% ผลึกไคติน 30% 

1 0.575 0.524 0.465 
2 0.508 0.536 0.410 
3 0.537 0.487 0.409 
4 0.540 0.569 0.428 

คาเฉลี่ย 0.540 ± 0.027* 0.529 ± 0.034* 0.428 ± 0.026 

 
 
 

จากตารางที่ 4 สถิติทดสอบแสดงใหเห็นวา คาเฉลี่ยของการดูดกลืนแสงในกลุมโครงเนื้อเยื่อที่
ปราศจากผลึกไคติน (ผลึกไคติน 0%) ไมแตกตางจากถาดเลี้ยงเซลลอยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่คาจาก
โครงเนื้อเยื่อที่เสริมแรงดวยผลึกไคติน 30% ต่ํากวาทั้งสองกลุมอยางมีนัยสําคัญ แสดงใหเห็นถึงแนวโนม
ของความเปนพิษตอเซลลกระดูกอันเนื่องมาจากผลึกไคตินที่สูงถึง 30% ดังนั้นจึงจําเปนตองทดสอบการ
เกาะยึดและการเจริญเพิ่มจํานวนของเซลลกระดูก SaOS-2 ในโครงเนื้อเยื่อทุกกลุม เพื่อยืนยันและขยาย
ผลของปริมาณผลึกไคตินที่มีตอการเจริญเติบโตของเซลลกระดูกลงในรายละเอียด  

8. การเกาะยึดและการเจริญเพิ่มจํานวนของเซลลกระดูก 

การยึดเกาะของเซลลกระดูกบนโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวย
ผลึกไคติน 30% ภายหลังจากเพาะเลี้ยงนาน 1 และ 7 วัน แสดงดวยภาพถายกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน
ชนิดสองกราดที่กําลังขยายตางๆในภาพที่ 16 และ 17 ตามลําดับ  

ที่เวลา 1 วัน พบวาเซลลกระดูกมีรูปรางกลม มีการกระจายตัวเกาะอยูบนผิวโครงเนื้อเยื่อ
โดยทั่วไป (ภาพที่ 16(1)) เซลลสวนใหญถูกทับถมอยูใตโครงเนื้อเยื่อเนื่องจากการยุบตัวของโครงเนื้อเยื่อ
ในขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง สังเกตไดจากการพบเซลลในชั้นลางรวมกับพบรอยนูนของเซลลบนพื้นผิว
โครงเนื้อเยื่อ (ภาพที่ 16(4), ลูกศร) แสดงใหเห็นวาเซลลสามารถเขาถึงตําแหนงตางๆภายในโครงเนื้อเยื่อ
โดยผานทางรูพรุนภายในได นอกจากนี้ยังพบแขนงไซโตปลาสซึม (cytoplasmic process, filoprodia) ที่
ยืดยาวออกไปรอบตัวเซลล (ภาพที่ 16(5), ลูกศร) บงชี้ถึงการตอบสนองขั้นตนของเซลลกระดูกตอพื้นผิว
วัสดุอันประกอบดวยการเกาะ (attachment) การยึดติด (adhesion) และการเหยียดตัว(spreading) ซึ่ง
คุณภาพในการตอบสนองนี้สงผลตอการเจริญเพิ่มจํานวน (proliferation) และการปรับเปล่ียนคุณสมบัติ
ของเซลล (differentiation) [56] ที่จะเกิดขึ้นตอไป 

ตารางที่ 5 การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร เปรียบเทยีบระหวาง
วัสดุเลี้ยงเซลล SaOS-2 สามชนิด * นัยสําคัญตํ่ากวา 0.05; ทดสอบดวยสถิติ One 
Way ANOVA with Tukey HSD, จํานวนตัวอยางเปน 4. 
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ภายหลังจากเพาะเลี้ยงเซลลนาน 7 วัน รูปรางของเซลลเปล่ียนแปลงไปอยางเห็นไดชัด เซลล
มีรูปรางแบนและฝงตัวกลมกลืนไปกับผิวเนื้อเยื่อจนสังเกตเห็นไดอยาก (ภาพที่ 17, ลูกศร) แสดงถึงการ
ปรับตัวของเซลลใหมีการยึดติดและเหยียดตัวแผขยายไปบนพื้นผิวโครงเนื้อเยื่อ [8]  ผลการศึกษา
ดังกลาวแสดงใหเห็นวาโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึกไคติน 
30% มีความเขากันไดและสงเสริมการเจริญของเซลลกระดูกในเบื้องตน ถึงแมวาผลจากการทดสอบ
ความเปนพิษจะแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญก็ตาม  

 

(1) 0% CW-X 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 16 การยึดเกาะของเซลลกระดูกชนิด Sa0S-2 บนโครงเนือ้เยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวย
ผลึกไคตินชนิดอัลฟา 30% หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 24 ชม. ถายดายกลองจุลทรรศนอเิลคตรอนชนิดสองกราด 

(1)  

(3)  

(5)  (6) 

(2) 

(4) 
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(5)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
)  

เพื่อศึกษาถึงผลของปริมาณผลึกไคตินที่มีตอการเจริญของเซลลกระดูก งานวิจัยนี้ทดสอบการ
เจริญเพิ่มจํานวนของเซลลกระดูกเปรียบเทียบในโครงเนื้อเยื่อทุกกลุมที่เวลา 1, 24, 48, และ 72ชม.  ผล
การทดสอบแสดงดวยปริมาณการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร ซึ่งสัมพันธโดยตรงกับปริมาณเซลลที่มี
ชีวิตเชนเดียวกับการทดสอบความเปนพิษตอเซลลดวยวิธีเอ็มทีที ผลการศึกษาแสดงดังภาพที่ 18 

(1)  

(3)  

(6) 

(2) 

(5)  

(4) 

ภาพที่ 17 การยึดเกาะของเซลลกระดูกชนิด Sa0S-2 บนโครงเนือ้เยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวย
ผลึกไคตินชนิดอัลฟา 30% หลังเพาะเลี้ยงนาน 7 วนั ถายดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนชนิดสองกราด 
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จากผลการทดลอง ในชั่วโมงแรกจํานวนของเซลลกระดูกในโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบทุกกลุม
มีมากกวาในถาดเลี้ยงเซลล แตเมื่อเวลาผานไปอัตราการเพิ่มจํานวนเซลลกระดูกในถาดเลี้ยงเซลลเพิ่ม
มากขึ้นกวาในโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบอยางมีนัยสําคัญ โดยเฉพาะอยางยิ่งที่เวลา 48 และ 72 ชม. อาจ
เปนไปไดวาปริมาณไฮยารูโรแนนที่ผสมในสัดสวน 50% โดยน้ําหนักนั้นมากเกินไป ทําใหการยึดเกาะและ
การเจริญเพิ่มจํานวนของเซลลโดนจํากัด [20] การศึกษาโดย Liu et al. ในป 2004 [29] พบวา ความ
เขมขนของไฮยารูโรแนนเพียง 0.1% สามารถสงเสริมการยึดเกาะ การขยับเคลื่อน (migration) และการ
เจริญเพิ่มจํานวนของเซลลไฟโบรบลาสบนแผนฟลมไฮยารูโรแนน-เจลาติน-ไคโตซานอยางมีนัยสําคัญ 
เมื่อเปรียบเทียบกับความเขมขนที่ 0.5 หรือ 1% แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของปริมาณไฮยารูโรแนนใน
ส่ิงแวดลอมรอบๆเซลลที่มีตอการตอบสนองของเซลลในเชิงบวก 

อยางไรก็ตาม ผลจากการทดลองพบแนวโนมของการเพิ่มจํานวนเซลลกระดูกในโครงเนื้อเยื่อ
ทุกกลุมเมื่อเวลาผานไปนานขึ้น เมื่อเปรียบเทียบผลระหวางโครงเนื้อเยื่อแตละกลุม โครงเนื้อเยื่อที่มี
ปริมาณผลึกไคติน 10% มีการเจริญเพิ่มจํานวนเซลลกระดูกมากกวาโครงเนื้อเยื่อในกลุมอื่นอยางมี
นัยสําคัญในทุกชวงเวลาขณะที่กลุมอื่นๆแสดงผลที่ไมแตกตางกัน ดังนั้นหากคํานึงถึงชีวสมบัติของโครง

ภาพที่ 18 การดูดกลืนคลื่นที่ 570 นาโนเมตรของตัวอยางที่ไดจากการศึกษาการเจริญเพิ่มจํานวน
ของเซลลกระดูกชนิด Sa0S-2 บนโครงเนื้อเยื่อวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินเสริมแรงดวยผลึก
ไคตินชนิดอัลฟา *,+, #, 1 นัยสําคัญตํ่ากวา 0.05; ทดสอบดวยสถิติ One Way ANOVA with Tukey 
HSD เฉพาะที่เวลาเดียวกัน จํานวนตัวอยางเปน 4.
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เนื้อเยื่อ การเสริมแรงวัสดุประกอบไฮยารูโรแนน-เจลาตินดวยผลึกไคตินนั้นจําเปนตองกําหนดสัดสวน
ของผลึกไคตินไวที่ประมาณ 10% เพื่อที่จะปรับปรุงชีวสมบัติของโครงเนื้อเยื่อใหมีความเขากันได และ
สงเสริมการเจริญเพิ่มจํานวนของเซลลกระดูกไดดีที่สุด 
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